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基础 研究 


骨 通 间 充 质 干 细胞 体外 培养 及 肝 辐 分 化 方案 的 优化 


Ahh? REE Ok ee RE AER BY 
西安 交通 大 学 ' 第 一 附属 医院 肝胆 外 科 ,? 先 进 外 科技 术 与 工程 研究 所 ,陕西 西安 710061; 陕西 省 人 民 医 院 肿 
FB SPAT ERE 西安 710068 


摘要 :目的 优化 一 套 简 便 \ 可 靠 . 稳 定 的 大 鼠 骨 髓 间 充 质 干 细胞 分 离 培养 .鉴定 及 肝 向 分 化 的 方案 。 方 法 采用 全 骨髓 差 速 贴 
壁 法 分 离 提 了 肥大 鼠 骨 髓 间 充 质 干细胞 ,通过 优化 的 1.5 h 差 速 贴 壁 结合 12 h 首 次 全 量 换 液 方法 ,及 体外 改良 培养 方案 实现 细胞 
高 效 纯化 扩 增 。 流 式 细胞 术 表 面 标 志 物 检测 结合 成 脂 、 成 骨 \ 成 软骨 诱导 分 化 鉴定 细胞 群 。 采 用 添加 bFGF、HGF、EGF 等 多 种 
生长 因子 的 三 步 诱导 法 促使 骨髓 间 充 质 干 细胞 向 肝 系 分 化 ,并 进行 形态 学 、 免 疫 学 、 基 因 水 平 评 佑 。 结 果 分 离 纯 化 的 细胞 群 阳 
性 表达 CD29、.CD44、.CD90, 阴 性 表达 CD34、CD45, 经 成 脂 .成 骨 ` 成 软骨 诱导 液 作 用 后 , 油 红 O P RET .甲苯 胺 蓝 染 色 均 呈 阳 
性 。 经 三 步 法 肝 向 诱导 处 理 后 ,细胞 群 呈 肝 样 细胞 形态 改变 ,表达 肝脏 特异 性 标志 物 ALB 、AFP, 肝 系 相关 基因 表达 水 平 呈 时 间 
依赖 性 逐渐 上 升 。 结 论 优化 后 的 方案 能 够 简便 可 靠 . 稳 定 地 获得 高 纯度 的 大 鼠 骨 髓 间 充 质 干细胞 ,并 能 在 特定 微 环 境 作 用 下 
实现 肝 向 分 化 。 
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Optimization of the protocols for in vitro culture and induction of hepatic differentiation 


of rat mesenchymal stem cells 


XIANG Junxi’*, ZHENG Xinglong'*, ZHU Xulong’’, YANG Life’, GAO Ruf, LI Jianhui?, LIU Xuemin’’, LU Yi? 
Department of Hepatobiliary Surgery, First Affiliated Hospital’, Research Institute of Advanced Surgical Technology and Engineering’, Xi'an 
Jiaotong University, Xi'an 710061, China; "Department of Surgical Oncology, Shaanxi Provincial People's Hospital, Xi'an 710068, China 


Abstract: Objective To optimize the protocols for isolation, in vitro culture, identification and induction of hepatic 
differentiation of rat bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). Methods Rat BMSCs were separated and purified by 
differential adherent culture for 1.5 h with the first medium change at 12 h. The surface markers of BMSCs were detected by 
flow cytometry. The cells were induced to differentiate into adipogenic, osteogenic, and chondrogenesis lineages. A 3-step 
protocol including sequential addition of growth factors, cytokines and hormones was used to induce the BMSCs to 
differentiate into hepatocyte-like cells. Results The cells isolated using this protocol were positive for CD29, CD44, and CD90 
and negative for CD29 and CD45. The adipogenic, osteogenic, and chondrogenic differentiation of the BMSCs were verified by 
Oil red, Alizarin red, and toluidine blue staining. The BMSCs induced with the 3-step protocol differentiated into hepatic-like 
cells that expressed hepatocyte-specific proteins (ALB and AFP) and genes. Conclusion The optimized protocol allows simple 
and efficient isolation of highly purified populations of BMSCs, which can be induced into hepatic lineages in specific 
microenvironment. 
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EREN TO PZ (BMSCs ) ERKI TF E RE HP ES 
层 非 造血 多 能 干细胞 ,具有 易于 获取 ,增殖 迅速 .多 向 分 
化 、 基 因 转 染 率 高 、 天 然 调 节 免 疫 功能 等 特点 "”。 
BMSCs 在 特定 的 诱导 条 件 下 可 分 化 为 成 骨 细 胞 心肌 
细胞 .神经 细胞 .胰岛 细胞 以 及 肝 细 胞 等 2 ,已 成 为 细胞 
治疗 组织 工程 重要 的 种 子 细胞 来 源 , 也 是 基因 治疗 的 
理想 靶 细 胞 ”。 

干细胞 在 肝 损 伤 . 肝 再 生 肿瘤 发 生 的 过 程 中 地 位 
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POPE TEENIE SAREE T TAMET AMENI 
样 细胞 ” ,通过 细胞 移植 技术 组织 工程 技术 等 可 在 肝 硬 
化 、 肝 功能 衰竭 .代谢 性 肝病 的 治疗 中 发 挥 作用 。 
这 些 人 研究 为 复杂 肝病 治疗 提供 了 新 的 思路 ,应 用 前 景 
广阔 。 

然而 ,骨髓 中 BMSCs 含 量 极 低 ,不 足 骨髓 有 核 细 胞 
总 数 的 0.1% , 且 在 体外 扩 增 过 程 中 极 易 老 化 并 丧失 增 
殖 \ 分 化 潜能 "。 如 何在 大 量 扩 增 的 同时 ,保持 良好 的 分 
化 能 力 ,为 细胞 移植 及 组 织 工程 提供 数量 充足 活力 强 、 
生物 特性 均一 的 BMSCs, 成 为 国内 外 学 者 研究 的 重 
点 。 男 一 方面 ,BMSCs 肝 向 分 化 属于 跨 胚 层 定 向 分 化 ， 
需要 严格 的 诱导 条 件 和 多 种 生物 因子 的 共同 参与 ,操作 
难度 大 ,成 功率 较 低 ”” ,诱导 的 肝 样 细胞 仅 表 达 肝 细胞 
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一 部 分 的 标志 物 和 功能 , 且 表 达 较 低 , 因 此 ,对 BMSCs 
肝 疝 分 化 诱导 方案 和 培养 条 件 还 有 待 进一步 研究 。 基 
于 此 ,本 实验 由 在 建立 一 套 简便 可靠 .稳定 的 大 鼠 
BMSCs 分离 .培养 ,鉴定 及 肝 向 分 化 的 方法 ,并 对 
BMSCs 的 生物 学 特性 进行 研究 ,为 BMSCs 在 肝脏 疾病 
治疗 领域 的 研究 及 应 用 提供 实验 依据 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验 动物 健康 4 周 龄 雄性 SD(Sprague-Dawley) 
大 鼠 ,体质 量 100~120 g, 由 西安 交通 大 学 实验 动物 中 心 
提供 ,生产 许可 证 号 :SCXK( 陕 )2007-001。 饲 养 室温 
保持 为 20~25 C ,标准 饲料 喂养 ,实验 过 程 严格 遵照 国 
家 科学 技术 部 2006 年 发 布 的 《关于 善待 实验 动物 的 指 
导 性 意见 》。 

1.1.2 试剂 及 仪器 DMEM/F12 培 养 共 .DMEM 培养 
Z£ , L-Glutamine, F té 7 3 (Hyclone) 、 胎 牛 血 清 
(Gibco) ,2- 磷 酸 -抗坏血酸 .Bb- 甘 油 磷酸 二 钠 盐 、 丙 酮 酸 
钠 工 - 膊 氨 酸 IJBMX MRR EAA AE vati ed 
BM 胰岛 素 - 转 铁 和 蛋白 - 亚 硒 酸 混 悬 剂 ITS(Sigma) 、 肝 
细胞 生长 因子 HGF(Peprotech) .表皮 生长 因子 EGF |i 
性 成 纤维 细胞 生长 因子 bFGF(Invitrogen) 、 胰 蛋白 酶 
(SACK) .CD29.CD34 CD44 .CD45 .CD90 单 克隆 抗 
体 (ebiosience) , TL BR ALB Dil Abcam) AFP DLP 
(Bioworld) .CD90 抗 体 ( 博 奥 森 ) .FITC 标 记 山 羊 抗 免 
二 抗 (北京 易 国 ) DAPI(Genview)。 主 要 仪器 包括 : 超 
净 工 作 台 、CO; 恒 温 培 养 箱 (Thermo Scientific) 倒置 相 
25 dU ES IE i (UB (Olympus) \ 流 式 细 胞 仪 
(BD) .PCR 仪 . 凝 胶 成 像 仪 (Bio-Rad) .透射 电子 显 微 
镜 扫描 电子 显微镜 (Hitachi)。 

1.2 方法 

1.2.1 大 和 所 BMSCs 分 离 与 培养 本 实验 采用 改良 的 全 
骨髓 差 速 贴 壁 法 分 离 培养 BMSCs, 具体 方案 如 下 。 
10% 水 合 毛 醛 0.3 mL/100 g 腹 腔 注射 麻醉 大 鼠 ,75%% 酒 
精 全 身 浸 泡 10 min 以 消毒 , 超 净 工 作 台 内 无 菌 操作 迅 
速 取 其 双 侧 股骨 、 肥 骨 , 迅 速 吻 除 表面 肌肉 及 结缔 组 织 ， 
采用 4 % 含 3% 青 . 链 霉 素 的 PBS 液 清洗 3 次 。 剪 开 长 骨 
两 侧 干 髓 端 ,用 预 冷 的 DMEM/F12 培 养 基 反复 冲洗 直 
至 骨髓 腔 变 白 , 用 1 mL 空 针 反复 抽 吸 冲洗 液 并 轻柔 吹 
打 助 其 分 散 ,100 目 筛 网 过 滤 , 收 集 渡 液 离 心 900 r/minx 
5 min, 弃 上 清 , 用 含 10% FBS .1% 青 、 链 霉 素 .4 mmol/L 
谷 氮 酰 胺 的 DMEMVF12 培 养 基 重 悬 ,以 5x107VmL 密度 
接种 于 25 cm? 培 养 瓶 中 ,37 C5% CO. .饱和 湿度 的 培 
养 箱 中 培养 。1.5 h 后 弃 去 已 贴 壁 的 成 纤维 细胞 V ES 
细胞 等 成 分 ,并 重新 将 上 层 细胞 悬 液 小 心 接种 至 新 瓶 ， 
12,24 h 时 分 别 全 量 换 液 1 次 ,此 后 每 72 h 全 量 换 液 。 


因 培 养 基 中 谷 氨 栈 腕 约 2 周 即 代 谢 完全 , 需 注意 及 时 添 
加 。10 d 左 右 细 胞 可 和 后 长 至 80% 融 合 ,采用 0.25% 胰 蛋 
白 酶 37 % 下 消化 1~2 min,1:3 传 代 以 去 除 混杂 细胞 克 
你 群 ,每 72 h 全 量 换 液 ,每 日 观察 细胞 生长 情况 ,选择 形 
态 均 一 、 生 长 良好 者 继续 传代 ,第 3 代 以 后 即 可 用 于 鉴 
定 及 分 化 实验 。 
1.2.2 生长 曲线 测绘 ” 取 状 态 良 好 的 P3、P5.P8 代 细胞 ， 
分 别 以 5x10 /接种 于 96 孔 板 中 ,每 孔 100 pL。 采 用 
CCK8 法 每 日 定时 在 酶 联 免疫 检测 仪 上 测定 450 nm 吸 
光度 ,连续 7 d, 根 据 D 值 分 别 绘制 不 同 代 BMSCs 生 长 
曲线 以 观察 比较 其 增殖 情况 。 
1.23 流 式 细胞 术 鉴 定 BMSCS 表 面 标记 本 实验 综合 
应 用 多 种 细胞 表面 标记 物 表 达 来 证 实体 外 分 离 培养 细 
胞 纯度 , 3:35 £04 CD29 ,CD34,CD44,CD45 fill CD90. 
消化 收集 生长 状况 良好 的 P3 代 BMSCs,PBS 洗 涤 2 次 
后 重 悬 ,调整 细胞 浓度 为 109mL, 各 取 100 kL 单 细胞 有 其 
iti) Gi 5; FITC Bk PE WIGER HY CD29,CD34.CD44, 
CD45 .CD90 单 克隆 抗体 及 其 同型 阴性 对 照 混 合 , 避 光 
VK _ ESA 40 min,PBS 液 洗涤 3 次 以 除去 未 结合 抗体 ， 
用 500 uL PBS 液 重 悬 后 采用 流 式 细胞 仪 进行 检测 分 析 。 
1.24 BMSCs 体 外 分 化 能 力 检测 取 P3~5 代 生长 状态 
良好 的 细胞 ,分别 行 体外 成 脂 .成 骨 软骨 定向 诱导 分 
化 ,以 评估 其 多 向 分 化 潜能 。 按 3~S$x107ymL 密度 均匀 
接种 至 6 孔 板 内 ,细胞 生长 融合 达 70% 左 右 时 开始 添加 
诱导 液 。 诱 导 液 配方 如 下 :中 成 脂 诱导 液 :DMEM+ 
1096 FBS+1% 双 抗 +0.1 mmol/L "y|ESESE+0.5 mmol/L 
IBMX+10 yg/mL 胰 岛 素 + Lpmol/L HORS ; DMA 
诱导 液 :DMEM+10% FBS+1% 双 抗 +10 mmol/L B- 甘 
油 磷酸 钠 +50 mol/L 2- 磷 酸 -L- 抗 坏 血 酸 钠 +1 umolL 
地 塞 米 松 ;@@ 软 骨 诱 导 液 :DMEM+10% FBS+1% 双 抗 + 
100 pg/mL 丙酮 酸 钠 +40 ug/mL Jii z(124-50 pg/mL ITS 
TRCEGRIH-0.1 hmolL 地 塞 米松 。 每 周 2 次 换 液 ,2 周 后 行 
油 红 O 染 色 检 测 成 脂 分 化 能 力 ITERAR a E 
分 化 能 力 ,3 周 后 行 甲 茶 胺 蓝 染 色 检 测 软 骨 分 化 能 
1.2.5 BMSCs 体 外 诱导 肝 向 分 化 取 P3~5 代 生长 状态 
良好 的 BMSCs 细 胞 ,以 3~5x10YmL 密度 接种 于 多 聚 赖 
氨 酸 包 被 的 细胞 培养 板 内 ,24 h 后 按 如 下 流程 依次 添加 
培养 基 以 诱导 干细胞 分 化 为 肝 样 细胞 。QD 无 血清 培养 
基 :DMEM+1% 双 抗 +20 ng/mL EGF+10 ng/mL bFGF, 
培养 2 d;@) 分 化 培养 基 :DMEMVF12+10% FBS+1% 双 
抗 +10 ng/mL bFGF+0.61 mg/mL 烟 酰 胺 +20 ng/mL 
HGF, 培 养 7 d, 每 3 d 换 液 ;@ 成 熟 培养 基 :DMEMVF12 
+10% FBS+1% 双 抗 +20 ng/mL Hille A M+1 pmol/L Hh 
塞 米松 +50 pg/mL ITS 混 悬 剂 ,培养 14 d, 每 3 d 换 液 。 
收集 诱导 分 化 的 细胞 ,通过 倒置 相差 显微镜 .扫描 
电子 显微镜 .透射 电子 显微镜 进行 细胞 形态 学 变化 的 观 
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察 。 行 免疫 荧光 染色 法 检测 相关 细胞 标志 物 CD90、 
ALB AFP 的 表达 。Trizol 法 提取 细胞 RNA, 采 用 RTPCR 
法 检测 内 豚 层 及 肝 系 相关 基因 ALB , Hnfla,Cypla2., 
G6pc, ATAT, AFP mRNA 的 细胞 内 表达 情况 。 扩 增 条 
件 :95 CASHES min; 进 入 40 个 扩 增 循环 :95 CABLE IS s, 
58 CIRK 15 s,72 CHEH 35 s;72 C 5 min,12 CH., 
引物 序列 及 产物 长 度 如 表 1 所 示 。 


表 1 RT-PCR 所 用 扩 增 引物 序列 及 产物 长 度 


Tab.1 Sequence of the primers and length of the products 


Gene Sequence of primers Length (bp) 

GAPDH F:5'TGGAGTCTACTGGCGTCTT3' 138 
R: 5' TGTCATATTTCTCGTCCTTCA 3' 

ALB F: 5' GTGAGCGAGAAGGTCACCAA 3' 198 
R: 5' TTTCACCAGCTCAGCGAGAG 3' 

Hnfla F: 5' TGACTAGTGGGATTTGGGGGA 3' 161 
R: 5' TGCAGCTGGCTCAACTTAGA 3' 

Cypla2  F:5' TCGGTGGCTAATGTCATCGG 3' 140 
R: 5'ACCGGAAAGAAGTCCACAGC 3' 

Gópc F: 5' GGACCTCCTGTGGACTTTGG 3' 192 
R: 5'AAACGGAATGGGAGCGACTT 3' 

AIAT F: 5' CTTGGGAGCCAAGAACCTGAT 3' 212 
R: 5' TGGTCCTGCTGGGAGGTATC 3' 

AFP F: 5' CACCATCGAGCTCGGCTATT 3' 186 


R: 5' GAGACAGGAAGGTTGGGGTG 3' 


2 结果 
2.1 大 筷 BMSCSs 分 离 及 培养 情况 

刚 接种 于 培养 瓶 中 的 BMSCs 大 多 悬浮 于 培养 液 
中 ,细胞 呈 圆 形 , 大 小 不 均一 (图 1A)。24 Ph 后 可 见 大 量 
贴 壁 细 胞 呈 不 规则 圆 形 , 换 液 去 除 未 贴 壁 细胞 (图 1B); 
48h 后 贴 壁 细胞 逐渐 铺展 开 , 呈 多 角形 ,大 小 不 一 ,排列 
不 规则 ;72 h 后 可 见 部 分 小 梭 形 细胞 ,细胞 增殖 迅速 (图 
1C)。 培 养 至 第 7 天 , 贴 壁 检 形 细胞 明显 增多 ,呈现 克隆 
样 生 长 ,少数 细胞 旦 “鹅卵石 ” 样 ,为 混 森 的 造血 细胞 等 
(图 1D)。 第 10 天 时 细胞 可 增殖 至 80% 融 合 , 按 1:3 传 
代 。 传 代 细 胞 较 原 代 细 胞 增殖 迅速 ,形态 渐 趋 均一 ,5 d 
左右 即 可 达 80% 融 合 再 次 传代 。 传 至 P3 代 , 绝 大 多 数 
细胞 均 呈 梭 形 、 旋 涡 状 生长 , 沿 胞 体 长 轴 排 列 规则 紧 致 ， 
集落 中 心细 胞 密集 ,各 集落 可 有 重 闪 , 集 落 间 大 小 细胞 
ic .排列 方式 不 尽 相 同 (图 1E)。 传 至 P8 代 ,细胞 增殖 
能 力 稍 有 下 降 ,形态 未 见 明显 变化 。 

CCK-8 法 测定 培养 P3、P5、P8 代 细胞 增殖 情况 ,并 
绘制 生长 曲线 进行 比较 可 见 ,各 代 细 胞 在 传代 后 增殖 稳 
定 ,生长 曲线 基本 呈 S 形 ,呈现 典型 的 潜伏 期 (1~2 d) 对 
数 生 长 期 (3~5 d) 平台 期 (6~7 d)。P3、P5 代 细胞 增值 


能 力 基 本 一 致 ,P8 代 细胞 增殖 能 力 较 前 两 者 稍 有 下 降 ， 
但 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 1F)。 
2.2 大 鼠 BMSCSs 细 胞 表面 标志 物流 式 分 析 

流 式 细胞 技术 检测 第 3 代 BMSCs 表 面 标记 物 的 表 
达 特 征 ,结果 显示 :细胞 较 均一 高 表达 CD29、CD44、 
CD90, 其 阳性 率 分 别 为 99.3%、98.2%、99.2%, 而 CD34、 
CD45 则 呈 阴 性 表达 ,分 别 为 7.2%、0.1% (图 2)。 检 测 
结果 符合 细胞 纯化 鉴定 要 求 。 
2.3 大 息 BMSCs 体 外 成 脂 \ 成 骨 、 软 骨 分 化 能 力 检 测 

第 3 代 BMSCs 经 过 成 脂 诱导 14 d 后 ,细胞 由 长 梭 
形 逐 渐变 为 圆 形 多边 形 ,细胞 内 部 有 大 量 圆 形 脂 滴 形 
成 并 逐渐 增多 ,并 有 相互 融合 趋势 , 油 红 O 染 色 可 见 密 
集 红色 脂 滴 (图 3A)。BMSCs 经 成 骨 诱 导 剂 培养 14 d 
后 , 胞 质 内 颗粒 明显 增多 ,细胞 呈 集 落 样 生 长 ,细胞 间 可 
见 钙 质 沉积 , 结 节 中 心 的 细胞 层 著 融合 并 失去 细胞 结 
构 , 经 东 素 红 染 色 呈 红色 致密 结 节 (图 3B)。BMSCs 经 
成 软骨 细胞 诱导 剂 培养 21 d 后 ,体积 轻 度 膨 大 ,形态 逐 
渐 由 小 梭 形 变 为 方形 .三 角形 和 多 角形 等 ,经 甲苯 腕 蓝 
染色 可 见 ,部 分 细胞 呈 半 透明 的 软骨 细胞 形态 , 质 少 核 
小 ,细胞 外 有 大 量 蓝 色 异 染 性 基质 (图 3C)。 
2.4 大 和 鼠 BMSCSs 体 外 成 功 肝 向 分 化 

采用 添加 生长 因子 的 肝 系 分 化 液 诱导 大 鼠 BMSCs 
分 化 ,第 3 天 可 见 细胞 增殖 明显 变 缓 ,细胞 原本 均一 的 
长 梭 形 形态 开始 发 生变 化 。 至 第 14 天 ,大 多 数 细胞 已 
失去 原 有 形态 , 变 为 多 边 形 .类 圆 形 , 贴 壁 能 力 减 弱 , 局 
部 有 群 聚 现象 。 第 21 天 时 ,细胞 进一步 变 为 类 似 肝 细 
胞 的 立方 形 , 呈 铺路 石 样 外 观 (图 4A.B)。 透 射电 子 显 
微 镜 (TEMJ) 观 察 ,BMSCs 未 诱导 前 核 桨 比 高 , 胞 质 内 呈 
混沌 状态 ,未 见 成 熟 细胞 器 (图 4C); 经 过 肝 向 诱导 , 核 
浆 比 明显 变 小 ,细胞 内 富 集 的 多 种 细胞 器 结构 清晰 可 
见 ,包括 线粒体 、 高 尔 基体 、 粗 面 及 滑 面 内 质 网 以 及 少 
许 糖 原 颗粒 (图 4D)。 

大 鼠 BMSCs 经 过 连续 诱导 分 化 ,内 胚层 及 肝 系 相 
关 基 因 表达 发 生 明 显 改变 。RT-PCR 结果 显示 ,肝脏 特 
异性 合成 蛋白 ALB fI AFP 的 mRNA 水 平 出 现时 间 依 
赖 性 逐步 升 高 , 肝 细 胞 内 高 表达 的 转录 因子 Hnfla、 肝 
脏 特 异性 功能 基因 和 代谢 酶 基因 Cypla2、G6pc、AlAT 
的 表达 亦 随 诱 导 分 化 时 间 的 延长 显著 上 升 ( 图 4E)。 免 
疫 荧光 染色 法 检测 ALB( 成 熟 肝 细胞 标志 物 )、AFP( 肝 
细胞 分 化 过 程 中 的 标志 物 ) 在 细胞 内 的 表达 情况 , 结 
显示 ,经 肝 系 诱导 分 化 的 BMSCs 出 现 ALB 阳性 表达 绿 
色 荧 光 , 但 较 肝 细 胞 仍 弱 ( 图 4E);AFP 染 色 亦 呈 阳 性 ， 
强 于 正常 肝 细 胞 内 表达 (图 4F)。 


3 讨论 
自 Friedenstein 等 于 上 世纪 60 年 代 首 次 在 骨髓 
中 发 现 BMSCs 以 来 ,诸多 研究 表明 ,其 作为 一 种 成 体 干 
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图 1 骨髓 间 充 质 干 细胞 形态 学 鉴定 及 生长 曲线 测绘 


3 4 5 6 7 


Incubation time (d) 


Fig.1 Morphological identification and proliferative activity of BMSCs (Original magnification: x100). A: Spherical morphology 
and uneven sizes of the bone marrow cells at day 0; B: Irregular round adherent cells at day 1; C, D: The number of the spindle 
cells gradually increased and formed clones on days 3-7; E: A homogeneous population of BMSCs in passage 3; F: Comparison of 


growth curves of BMSCs in passages 3, 5 and 8. 
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Fig.2 Surface antigens on 
TE 0 上 passage 3 BMSCs from SD rats 
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细胞 ,具有 广泛 地 可 塑性 ,可 在 不 同 的 诱导 条 件 下 完成 
向 全 部 3 个 胚层 的 分 化 ;BMSCs 可 逃 过 免疫 系统 监视 ， 
可 以 在 主要 组 织 相 容 性 复合 体 不 匹配 的 同 种 异体 间 进 
行 移植 ;同时 又 不 受 法 律 .伦理 争议 的 制约 ,易于 开展 临 
床 应 用 ,这 些 优 势 使 其 成 为 热门 的 组 织 工程 和 细胞 移植 
种 子 细胞 。 哨 齿 类 动物 的 BMSCs 被 广泛 应 用 于 临床 前 
实验 室 研 究 , 但 其 分 离 体外 扩 增 纯化 及 鉴定 都 尚 缺 乏 


严格 统一 的 标准 ,因此 建立 一 套 简便 .可靠 .稳定 的 大 鼠 
BMSCs 分 离 ,体外 培养 及 细胞 鉴定 方法 ,显得 尤为 重要 。 
目前 主要 的 分 离 获取 BMSCs 的 方法 主要 有 4 种 “7 : 
全 骨髓 差 速 由 壁 法 .密度 梯度 离心 法 . 流 式 细胞 仪 分 选 
法 免疫 磁 珠 分 离 法 。 后 两 者 因 易 伤 细胞 .造成 污染 增 
殖 缓 慢 , 以 及 操作 复杂 、 代 价 昂贵 等 缺点 ,并 不 常用 。 全 
骨髓 差 速 贴 壁 法 是 根据 BMSCs 与 其 他 骨髓 细胞 贴 壁 时 
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3 KBUBMSCSs 多 向 分 化 能 力 鉴定 

Fig.3 Induced differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into multiple lineages. A: Adipogenic induction at day 14 
using Oil red O staining (Original magnification: x 400); B: Osteogenous induction at day 14 using alizarin red calcification 
nodule staining (Original magnification: x 100); C: Chondrogenic induction at day 21 using toluidine blue staining (Original 
magnification: x100). 


BMSCs D14 D21 HEP 


AFP AFP. AFP 


图 4 大 鼠 BMSCs 肝 向 分 化 的 形态 学 .免疫 学 及 基因 水 平 检测 

Fig.4 Morphological changes, immunofluorescence analysis, and gene expression profile of BMSCs after induced 
differentiation into hepatocyte-like cells. A, B: Morphology of the P3 undifferentiated BMSCs and cells induced 
for hepatic differentiation (B-HD) at day 21 by sequential addition of the conditioned media (Original 
magnification: x 100); C, D: Ultrastructural characteristics of undifferentiated BMSCs and differentiated 
hepatocyte-like cells observed using transmission electron microscopy (Original magnification: x 10 000); E: 
RT-PCR analysis of liver-specific gene (ALB, Hnfla, Cyp1a2, G6pc, A1AT, and AFP) expression in BMSC-derived 
hepatocyte-like cells induced with the conditioned media. The undifferentiated BMSCs and primary hepatocytes 
(HEP) were used as controls; F, G: Cellular protein expressions (ALB and AFP) in BMSCs, B-HD and hepatocytes 
analyzed using immunofluorescence staining (Original magnification: x200). 
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间 不 同 而 对 其 进行 体外 分 离 纯化 的 方法 ,前 者 贴 壁 快 、 
生长 迅速 ,后 者 因 不 贴 壁 而 死亡 或 贴 壁 缓慢 在 换 液 时 被 
除去 。 密 度 梯度 离心 法 是 利用 BMSCs 与 其 他 细胞 密度 
不 同 的 特点 ,用 特定 密度 的 细胞 分 离 液 将 BMSCs 分 离 
出 来 ,但 此 方法 易 损失 BMSCs, 昌 其 在 传 3 代 后 纯度 与 
全 骨髓 差 速 贴 壁 法 比较 并 无 显著 区 别 。 

本 实验 即 在 全 骨髓 差 速 贴 壁 法 的 基础 上 进行 优化 ， 
可 快速 获得 纯度 较 高 的 BMSCs。 传 统 的 全 骨髓 贴 壁 法 
所 筛选 的 原 代 细 胞 中 除了 BMSCs 之 外 , 尚 混杂 有 成 纤 
维 细胞 .巨星 细胞 、 单 核 细胞 、 造 血细胞、 红细胞 等 杂质 ， 
其 中 最 易 贴 壁 的 是 巨 鸣 细 胞 和 成 纤维 细胞 , 贴 壁 性 差 的 
是 肥大 细胞 .脂肪 细胞 .造血 细胞 等 ,BMSCs 居 中 , 约 在 
接种 4~6 左右 贴 壁 。 因 此 ,本 实验 在 1.5 h 后 收集 未 贴 
壁 的 细胞 悬 液 重新 接种 , 即 可 减少 巨 吻 细 胞 和 成 纤维 细 
胞 混杂 。 接 种 后 12、24 h 早 期 各 换 液 1 次 ,有 助 于 除去 
原 悬 液 中 的 大 量 红 细胞 .造血 干细胞 .细胞 组 织 碎 片 、 代 
谢 产物 等 , 既 有 利于 细胞 的 纯化 ,又 可 减少 混杂 细胞 分 
泌 的 因子 及 代谢 产物 对 BMSCs 的 不 利 影 响 。 实 验 结果 
表明 ,通过 这 一 方法 的 优化 ,在 P3 代 即 可 高 效 获得 形态 
均一 增殖 迅速 ,性状 稳定 的 BMSCs 用 于 分 化 实验 , 且 
操作 过 程 简便 .实用 ,减少 了 频繁 传代 对 细胞 的 损伤 和 
污染 机 会 ,为 其 作为 组 织 工程 种 子 细胞 提供 了 方便 。 

由 于 BMSCs 缺 乏 特异 性 细胞 表面 标志 物 上 ,对 其 
纯度 鉴定 常 结合 多 种 方法 ,主要 包括 :细胞 形态 及 增殖 
能 力 细胞 表面 标记 物 表达 ”1 多 向 分 化 潜能 检测 等 。 综 
合 应 用 上 述 方法 来 证 实体 外 分 离 培养 细胞 为 BMSCs。 
本 实验 方法 所 得 的 细胞 群 有 具有 上 典型 的 旋涡 状 生长 梭 形 
细胞 形态 , 贴 壁 及 增殖 能 力 与 BMSCs 基本 一 致 。 流 式 
细胞 术 证 实 ,P3 代 细胞 群 高 阳性 表达 BMSCs 表 面 标志 
物 , 即 整合 素 家 族 成 员 CD29 黏附 分 子 CD44 和 CD90， 
阴性 表达 造血 前 体 细胞 标志 抗原 CD34 白细胞 标志 抗 
原 CD45 ,纯度 满足 实验 要 求 。 在 成 脂 .成 骨 成 软骨 诱 
导 条 件 下 ,P3 代 BMSCs 分别 表现 出 脂肪 细胞 .成 骨 和 
软骨 细胞 的 表 型 特征 ,进一步 反 证 了 体外 分 离 培养 的 细 
胞 为 BMSCs, 具 有 良好 的 多 向 分 化 潜能 。 

根据 CCK-8 实 验 绘制 的 生长 曲线 ,BMSCs 在 P3、 
P5 .P8 代 均 经 历 了 典型 的 潜伏 期 对 数 生长 期 平台 期 ,3 
者 增值 能 力 无 显著 差异 。 但 P8 代 细胞 的 增殖 能 力 已 出 
现下 降 的 趋势 ,我 们 仍 建议 采用 P3~P5 代 活力 更 强 的 细 
胞 用 于 诱导 分 化 实验 。 

生长 微 环境 是 诱导 干细胞 分 化 的 最 重要 因素 ,常用 
的 干预 手段 包括 :培养 基 中 添加 生长 因子 ;目的 细胞 的 
基因 转 染 ; 目的 细胞 与 干细胞 共 培养 。 对 于 BMSCs 向 肝 
系 细胞 诱导 的 实验 研究 ,多 采用 影响 肝脏 生长 发 育 的 细胞 
子 来 模拟 肝 细 胞 的 生长 微 环境 进行 诱导 分 化 "* ”3。 
本 实验 亦 运用 此 类 方案 来 诱导 BMSCs 向 肝 系 细胞 分 


NS 


化 。 诱 导 分 化 培养 基 中 含有 多 种 在 肝 细 胞 分 化 过 程 中 
起 到 重要 作用 的 细胞 因子 ,主要 包括 :EGF bFGF E 
Hz HGF tilii zs M 5g ^75, Hp EGF 主要 促进 干 细 
胞 上 皮 化 。bFGEF 是 一 种 毛细 血管 增殖 刺激 剂 ,具有 广 
泛 的 生物 活性 ,能 够 调控 内 胚层 细胞 向 肝 细 胞 转化 的 发 
生 , 是 早期 肝脏 形成 的 重要 因子 ,在 肝脏 损伤 后 的 再 生 
过 程 中 亦 起 到 重要 作用 。 制 瘤 素 M 是 白介素 -6 家 族 的 
细胞 因子 ,有 文献 表明 其 与 糖 皮质 激素 共存 时 可 促进 肝 
细胞 成 熟 。HGF 是 作用 于 肝脏 发 育 及 再 生 过 程 的 最 基 
本 因子 ,有 报道 称 BMSCs 可 表达 HGF 受 体 C-met, 启 动 
跨 膜 信号 转 导 通路 ,通过 Notch 信和 号 通路 参与 BMSCs 
肝 向 分 化 过 程 ,对 肝脏 发 育 .成熟 . 肝 损伤 后 的 再 生起 到 
十 分 重要 的 作用 ”2 “2。 在 本 诱导 方案 中 ,血清 饥 俄 诱 
导 液 作用 于 BMSCs 可 使 其 增殖 过 程 停滞 ,是 预 分 化 的 
适应 过 程 ;分 化 培养 基 培养 7 d 可 全 面 启动 BMSCs 肝 向 
分 化 过 程 ,RTPCR 和 免疫 灾 光 染色 结果 证 实 , 多 种 肝 细 
胞 特异 性 基因 被 激活 , 肝 细胞 标志 物 和 功能 逐渐 开始 表 
达 ; 继 而 经 过 成 熟 培养 基 的 进一步 作用 14 d, 诱 导 的 肝 
样 细胞 渐 趋 成 熟 ,细胞 形态 近似 肝 细 胞 , 胞 质 内 各 种 细 
胞 器 成 熟 ,并 发 挥 旺盛 的 代谢 功能 ,mRNA 水 平 及 肝 细 
胞 标志 物 ALB、AFP 表 达 亦 时 时 间 依 赖 性 显著 上 升 , 接 
近 或 达到 正常 肝 细 胞 水 平 。 

总 之 ,本 实验 建立 了 一 种 简便 而 稳定 的 大 鼠 
BMSCs 分 离 .体外 培养 . 肝 向 分 化 的 技术 方案 ,初步 证 
实 了 利用 大 鼠 BMSCs 作 为 肝脏 组 织 工程 种 子 细胞 的 可 
行 性 ,为 后 续 BMSCs 用 于 肝脏 疾病 治疗 的 临床 应 用 提 
供 了 实验 依据 。 
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